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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el estrés oxidativo en el espermatozoide epididimario de alpaca criopreservado con
diferentes concentraciones de plasma seminal. Materiales y métodos. Se emplearon 29 epididimos
de alpaca obtenidos post mortem. Los espermatozoides epididimarios fueron recuperados mediante
cortes en un dilutor a base de leche descremada, yema de huevo, fructosa y dimetilacetamina. A
continuacion, se procedid a separar las muestras en cuatro alicuotas y se agregd plasma seminal
(v/v) en diferentes concentraciones (0, 10, 25y 50%). Luego se evalu6 la motilidad espermatica y se
congelaron mediante una congeladora automatica. Al descongelamiento se evalué motilidad progresiva,
potencial de membrana mitocondrial, viabilidad espermatica, peroxidacion de lipidos y apoptosis
espermatica mediante citometria de flujo con imagenes. Resultados. Los espermatozoides expuestos
a 50% de plasma seminal mostraron la motilidad post descongelamiento estadisticamente mas baja
(3.5+3.7%) y el porcentaje de células apoptdticas estadisticamente mas alto (71.43+20.6%). En todas
las demas variables, no se hallaron diferencias estadisticas significativas (p<0.05). Conclusiones.
Se obtiene evidencia no cocluyente de que la presencia del plasma seminal no afecta la viabilidad,
la actividad mitocondrial, ni la peroxidacion lipidica de los espermatozoides epididimarios de alpaca
durante el proceso de criopreservacion; sin embargo, en ausencia de este o cuando es agregado
hasta en un 25% en el proceso de criopreservacion, es posible obtener mejores resultados en cuanto
a motilidad espermatica y apoptosis espermatica.

Palabras clave: Plasma seminal; alpaca; estrés oxidativo; espermatozoide; criopreservacion
(Fuente: CAB).

ABSTRACT

Objective. To assess the oxidative stress on alpaca epididimal sperm frozen with different
concentration of seminal plasma. Materials and methods. 29 post mortem alpaca epididymis were
used. Epididymal sperm were obteined thought cuts and suspended in a diluent based on skim milk,
egg yolk and fructose and dimethylacetamine. Samples were separated into four aliquots which were
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supplied with seminal plasma (v/v) in concentrations of 0, 10, 25 and 50% respectively; then, sperm
motility was assessed before freezing; then, motility was assessed before freezing with an automatic
freezer machine. After thawing, mitochondrial membrane activity, sperm viability, lipid peroxidation
and sperm apoptosis were assessed using flow cytometry with images. Results. Sperm exposed to
50% seminal plasma showed the lowest post-thaw motility (3.5+3.7%) and the highest percentages
of apoptotic cells (71.43+£20.6%). No significant differences were found in the rest of parameters.
Conclusions. This study constitutes non-conclusive evidence that presence of seminal plasma does
not affect viability, mitochondrial activity, or lipid peroxidation of alpaca epididymal sperm during
cryopreservation processes; however, when it is absent or added up to 25% in the cryopreservation
process, it may be possible to obtain better results in terms of sperm motility and sperm apoptosis.

Keywords: Seminal plasma; alpacas; oxidative stress; spermatozoa; cryopreservation (Source: CAB).

INTRODUCCION

La viscosidad del plasma seminal (PS) de
alpaca dificulta el manejo de los eyaculados
y la interaccién de los espermatozoides con
los crioprotectores, lo cual hace necesaria su
licuefaccién (1). Sin embargo, esto no excluye
que el plasma seminal sea un medio protector
para los espermatozoides (2), sobre todo durante
procesos ajenos a su fisiologia normal, como lo
es el congelamiento, el cual involucra eventos
de estrés térmico, osmotico y oxidativo.

El estrés oxidativo ocurre por un incremento
desmedido de las especies reactivas de oxigeno
(ROS por sus siglas en inglés), generadas de
la reduccion incompleta de oxigeno durante el
transporte de electrones en la cadena respiratoria
mitocondrial (3). Los espermatozoides son
particularmente susceptibles a ellos debido a
gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados
de su membrana (4) y su insuficiente cantidad
de enzimas antioxidantes intracelulares(5).

Las ROS provocan el reordenamiento de los
fosfolipidos de membrana y alteran el flujo
de iones en los espermatozoides, lo cual es
necesario en procesos fisioldgicos normales como
el incremento de la motilidad (3), la capacitacion
espermatica y la reaccién acrosomal (4). Por el
contrario, su excesiva produccion esta asociada
a una reduccion de la motilidad espermatica
(6); activacion de la via de apoptosis (7);
fragmentacion de ADN, disfunsién mitocondrial
e infertilidad (5).

En alpacas, durante la criopreservacion de
espermatozoides, se observa un aumento de
las ROS (8), lo que induce una disminucién de
la motilidad, de la integridad de la membrana
plasmatica y acrosomal, de la actividad
mitocondrial, de la viabilidad y un aumento en
la fragmentacion de ADN (9,10,11,12). Se ha
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reportado que concentraciones de PS al 10% en
esperamtozoides epididimarios de alpaca, logran
mantener la motilidad e integridad acrosomal
y reducen el porcentaje de espermatozoides
muertos (12). Igualmente, en espermazoides
de alpaca obtenidos de conductos deferentes
se ha reportado que cuando el PS es agregado
en concentraciones similares de 10%, mejora
la motilidad, la funcionalidad de membrana
y la morfologia espermatica (13). Por otro
lado, en llamas, se observdo que la presencia
de PS modifica el patron de movimiento de
los espermatozoides y su ausencia produce la
reaccion acrosomal espontanea de los mismos
(14); ademas, en concentraciones de 10 y
50% no es capaz de protegerlos frente al dafo
producido por la criopreservacion (15); y cuando
es agregado después del descongelamiento,
tampoco es capaz de mejorar la supervivencia
espermatica de los mismos (16).

A la fecha no existen protocolos para el
congelamiento de espermatozoides de alpaca,
gue permitan mantener parametros de calidad
espermatica adecuados para lograr tasas de
prefiez satisfactorias o similares a las obtenidas
con semen fresco (17). Ademas, alin no se tiene
claro el rol que cumple el de PS en la prevencién
del estrés oxidativo producido durante el
congelamiento de espermatozoides de alpaca.
Por tal motivo, el presente estudio tuvo como
objetivo determinar el efecto de diferentes
concentraciones de PS sobre el estrés oxidativo
en espermatozoides de epididimo de alpaca
criopreservados.

MATERIALES Y METODOS

Manejo del material biolégico. El PS se obtuvo
a partir de semen colectado con vagina artificial
de 3 animales adultos con fertilidad probada.
La viscosidad se elimind mecanicamente con
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las aspiracién repetida del semen a través de
una aguja (25 G x 5/8”) con una jeringa (3
ml) que fueron renovadas con cada muestra
individual. En seguida se transfirié a un microvial
y se centrifugd 2 veces a 600 G por 8 min
para eliminar espermatozoides e impurezas. Al
finalizar, se verificd mediante microscopia optica
que el sobrenadante en cada muestra individual
no presentara esperamtozoides y se almacend
en nitrégeno liquido (-196°C) hasta su uso.

Los espermatozoides se obtuvieron de 29
testiculos de alpacas post mortem, provenientes
de animales de descarte de raza Huacaya de entre
2 a 6 afios de edad beneficiado en el matadero
municipal de Huancavelica, Perd; los cuales
fueron trasportados dentro del saco escrotal en
bolsas individuales con Cloruro de Sodio (NacCl) al
0.9% a 5°C (18). El tiempo promedio transcurrido
entre el momento del beneficio del animal y la
recuperacion de espermatozoides epididimarios en
el laboratorio, fue de 20 horas aproximadamente.
En el laboratorio, los epididimos fueron aislados y
lavados individualmente con NaCl al 0.9% a 37°C.
En seguida, cada cola de epididimo fue ubicado en
una placa petri temperada, con 1 ml de dilutor;
donde se le realizaron cortes seriados seguidos
para la recuperacion de los espermatozoides. El
dilutor empleado fue a base de leche descremada
(18.96 ml), yema de huevo (1 ml), fructuosa
(0.960 g) y dimetilacetamida (40 pL).

La calidad de la muestra se determind en base
a la motilidad espermatica progresiva (%) y la
concentracion espermatica (x 106 esperatozoides/
mL). La motilidad se evalud de forma subjetiva y
fue realizadada por una Unica persona, para ello
se tomaron 10 pl de muestra y se observaron 5
campos de la misma utilizando un microscopio
optico de luz clara (Eclipse E-100, Nikon, Japon)
a 40x. Para la concentracion espermatica se
diluyd una alicuota de 10uL de muestra en 190ul
de agua, de donde se transfirieron 2 alicutas de
10uL a una camara de Neubauer a 40x; y se
observaron 5 cuadrantes (extremos y centro)
que posteriormente se promediaron.

Cada muestra fue dividida en 4 alicuotas que
fueron suplementadas con PS, previamente
descongelado y temperado (37°C), en diferentes
concentraciones (v/v): 0%, 10%, 25% y 50%, lo
que resulto en diferentes concentraciones finales
de crioprotector; como se muestra en la figura
1. Al finalizar, los tratamientos se congelaron en
pajillas de 0.25 ml en nitrégeno liquido.
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Figura 1. Esquema de molaridades del crioprotector
contenido en cada tratamiento de plasma
seminal del estudio. Elaboracién propia.

Criopreservacion de espermatozoides. El
congelamiento se realizd con el sistema de
cryopreservacion Freeze Control® (Cryologic,
Australia), programa 7, cuya curva de enfriamiento
inicia a los 20°C y desciende gradualmente por
90 min hasta llegar a los 5°C, en donde ocurre
el periodo de estabilizacion por 30 min; a los 120
min continua el descenso rapido de temperatura,
hasta llegar a los -35°C a los 140 min, en donde
finaliza (Figura 2). Inmediatamente después, las
pajillas se transferieron directamente al tanque
de nitrégeno liquido.
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Figura 2. Curva de enfriamiento para el Programa 7 en
el sistema de criopreservacién Freez Control.

Las muestras se descongelaron en bafio maria
a 37°C por 1 min y se evalu6 la motilidad post
descongelamiento (%) de la misma forma antes
mencionada. Para retirar el dilutor de la muestra
se realizaron 2 lavados: en el primero se agrego
Buffer fosfato salino (PBS) a 37°C y se centrifugo
a 600 G por 8 min; en el segundo lavado, el pellet
se resuspendié en PBS nuevamente y se separé
en 2 alicuotas iguales que se centrifugaron por
ultima vez en microviales independientes. Una
alicuota sirvié para evaluar viabilidad y apoptosis
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espermatica; y la otra, para peroxidacion lipidica
y actividad mitocondrial, ambas mediante
citometria de flujo. Para la adquisicidon de datos,
se utilizd un citometro de flujo con analizador
de imagenes (FlowSight, Amnis 2012, USA) y el
software INSPIRE® version 100.2.1955 (Seattle,
EEUU) tomando 10000 eventos por cada muestra.
Finalmente, el analisis de datos se realizd con
el software IDEAS® version 5.0 (Seattle, EEUU)
a través de graficos de puntos e histogramas.
Los histogramas representaron la presencia o
ausencia de una sola sonda; mientras que los
graficos de puntos, representaron el cruce de 2
canales, es decir, 2 sondas fluorescentes.

Evaluacion de la viabilidad espermatica (VE)
y apoptosis espermatica (AE). La evaluacion
de estos dos parametros se realizdo en forma
conjunta. Para ello, se empled Ioduro de Propidio
(P4864, Sigma Aldrich) para evaluar viabilidad;
mientras que, el kit FITC Annexin V/Dead Cell
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Apoptosis Kit (V13242, Molecular Probes) se
empled para evaluar apoptosis espermatica.

Después del segundo lavado post
descongelamiento, la sonda FITC Annexin-V
(ANX) se utilizé de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Brevemente, el pellet se resuspendid
en 100uL de Buffer del kit, con 5uL de FITC
Annexin-V (Componente A) y se incubd por 15
min a temperatura de ambiente. Inmediatamente
se agregd 0.5 pL de solucidn de trabajo de Ioduro
de propidio (IP) (concentracion final de 5 ug/mL) y
se incubd por 10 min en oscuridad. Al finalizar, se
agregd 400uL de Buffer y se conservo en bafio de
hielo a 4°C (HC110-Pro Digital Thermal Dry-Bath,
Scilogex, USA) hasta la adquisicion. Tanto IP como
ANX fueron excitadas con un laser de longitud
de onda 488 nm, a una potencia de 30 mW y se
detectaron en los canales 2 (560 - 595nm) y 5
(642 - 740nm) respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Grafico de puntos correspondiente a Ioduro de Propidio (Canal 5) versus FITC Annexin V (Canal 2)
para el analisis de viabilidad espermatica y apoptosis espermatica mediante citometria de flujo con
imagenes, en espermatozoides epididimarios de alpaca, con sus respectivos histogramas segun canal de
deteccion. A) Espermatozoides necrdticos marcados con FITC AnexinV, pero no PI, B) Espermatozoides
con necrosis temprana marcados con FITC AnexinV y PI, C) Espermatozoides vivos, no fluorescentes;
y D) Espermatozoides Apoptoticos, marcados con AnexinV pero no PI. Elaboracion propia.
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Evaluacion de la actividad mitocondrial
(AM) y peroxidacion lipidica de membrana
(PL). La evaluacion de estos dos parametros
también se realizd de forma conjunta. Se utilizé
MitoTracker Deep Red 633 (M22426, Molecular
Probes) para medir el potencial de membrana
mitocondrial (PMM) en conjunto con C11 BODIPY
581/591 (D3861, Molecular Probes) para detectar
la presencia de procesos de oxidacion lipidica.

Se agregd 1uL de solucion stock (200uM) de
BODIPY (BP) en 100pL de muestra, para llegar
a una concentracién final de 2uM y se incubd a
37°C por 30 min. Para el control positivo, antes
de utilizar BP se agregd 10uL de sulfato ferroso
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(215422, Sigma Aldrich) a 800uM a la muestra
de 100pL, (concentracion final de 80uM); y se
incubd a 37°C por 60 min. Finalmente, se agregd
0.5uL de solucién de trabajo de MitoTracker
Deep Red 633 (MDR) (diluida previamente con
Dimetilsulfoxido para llegar a una concentracion
final de 100nM); y se incubd por 10 min a 38°C
en oscuridad. MDR fue excitada con un laser
de 642 nm a una potencia de 15 mW, que se
detectd en el canal 11 (642 - 740nm). Por otro
lado, BP fue excitada con un laser de 488 nm
a una potencia de 30 mW y se detectd en dos
canales: 5 (642 - 740nm) para la sonda intacta
(rojo); y 2 (560 - 595nm) para la sonda oxidada
(verde) (Figura 4).
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Figura 4. Grafico de puntos correspondiente a Mitotracker Deep Red (Canal 11) versus C11- BODIPY (Canal
2) para el analisis de potencial de membrana mitocondrial y peroxidacion lipidica por citometria de
flujo con imagenes en espermatozoides epididimarios de alpaca, con sus respectivos histogramas
segun canal de deteccion: P1) Espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial sin
peroxidacion (MDR+ /BP-), P2) Espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial con
peroxidacion (MDR+ /BP+), P3) Espermatozoides con bajo potencial de membrana mitocondrial, sin
peroxidacion (MDR- /BP-); y P4) Espermatozoides con bajo potencial de membrana mitocondrial,
con peroxidacion (MDR- /BP+). Elaboracion propia.
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Para el analisis del potencial de membrana
mitocondrial (PMM) evaluada con BP en el
canal 11, se tomd en cuenta 2 poblaciones
claramente definidas en cada histograma. Para
ello, se definié como espermatozoides con alto
PMM a aquel pico de espermatozoides con una
alta fluorescencia de color naranja; y, aquellos
espermatozoides con bajo PMM, a aquel pico que
representd aquellos espermatozoides con una
baja fluorescencia naranja (Figura 4, canal 11).

Analisis estadistico. El estudio se realizd con
el software Stata/SE Version 16.1 (StataCorp
LLC, Texas, USA). Para determinar el efecto de la
concentracion de PS sobre el estrés oxidativo en
los espermatozoides epididimarios de alpaca post
congelamiento, se evaluaron espermatozoides
epididmarios resuspendidos en un dilutor con
crioprotector, con 4 concentraciones de PS
distintas. Las variables evaluadas cuantitativas
continuas (en unidad de porcentaje), fueron:
motilidad progresiva (antes y después del
congelamiento); viabilidad espermatica,
actividad mitocondrial, peroxidacion lipidica y
apoptosis espermatica post descongelamiento.
Para determinar si las poblaciones presentaban
una distribucién normal (p>0.05), se utilizé
la prueba de Shapiro-Wilk. Ninguno de los
grupos presentd una distribucion normal, por
lo que se utilizd la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (p<0.05) para determinar la
diferencia estadistica entre las medianas de los
tratamientos.

RESULTADOS

Los espermatozoides de alpaca recuperados
de epididimo tuvieron una concentracidon
espermatica media de 144x106 espermatozoides/
ml| (rango: 8-418x10°% espermatozoides/
ml); con una motilidad espermatica previa al
congelamiento de tipo progresiva, alcanzando
un promedio de 72.6%+17.2% (Figura 5).

La motilidad espermatica post descongelamiento
(media £ DE) en todos los grupos fue menor
a 10%. El grupo 50%PS obtuvo la motilidad
post descongelamiento estadisticamente mas
baja (3.5+£3.7%); mientras que, entre las
concentraciones de 0, 10 y 25%, no hubo
diferencias significativas (p<0.05), resultando
ser 10.7£9.4%; 7.3+£5.7% y 9.2+10.4%
respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Motilidad progresiva de espermatozoides
epididimarios de alpaca antes y después
del congelamiento con 4 concentraciones
distintas de plasma seminal.

El citdmetro de flujo que se utilizd en este estudio
tenia incorporado un analizador de imagenes,
el cual hizo posible la verificacion visual de
cada espermatozoide en cada poblacién segun
el canal y sonda fluorescente utilizada, tanto
en la adquisicidon de datos como en su analisis
posterior (Figura 6).

Cho1 Ch01/Ch02/Ch05/Ch11 Ch01/Ch11 Ch01/Ch02 Ch01/Ch05

A B C D E

Figura 6. Evaluacion de la actividad mitocondrial
(AM) y peroxidacion lipidica de membrana
(PL) en un espermatozoide epididimario
de alpaca post descongelamiento (A) con
alto potencial de membrana mitocondrial y
peroxidacion lipidica en su membrana (B);
marcado con la sonda Mitotracker Deep Red
(C) y la sonda BODIPY intacta (D) y oxidada
(E). Escala de barra: 20 um aplicable a
todas las imagenes. Elaboracién propia.

Dicha herramienta permitié establecer de
forma mas precisa los limites de cada grupo
de espermatozoides en la muestra. En el caso
de los histogramas, permitido establecer dos
poblaciones muy bien definidas; mientras que,
en los graficos de puntos, hicieron posible
establecer cada cuadrante correctamente; tanto
para el estudio de apoptosis espermatica, como

6/12


https://doi.org/10.21897/rmvz.2833

Jimenez et al - Estrés oxidativo en espermatozoides congelados de alpaca

de peroxidacion lipidica, tal cual se expone en las
muestras representativas de las figura 3 y figura
4, respectivamente. Asimismo, cabe resaltar que
los resultados de la tabla 1 provienen del analisis
Unicamente de histogramas de cada sonda;
mientras que, la tabla 2 y la figura 7 se han
formulado en base a los resultados provenientes
de graficos de puntos (Figura 3 y Figura 4).

Los parametros generales obtenidos en cuanto
a motilidad progresiva, viabilidad espermatica,
potencial de membrana mitocondrial y dafo
oxidativo post descongelamiento en los
espermatozoides epididimarios de alpaca segun
la suplementacion de 0, 10, 25 y 50% de plasma
seminal, se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros seminales post descongelamiento
de espermatozoides epididimarios de alpaca
sometidos a 4 concentraciones distintas de
plasma seminal.

Los niveles de AE fueron estadisticamente
distintos entre los grupos (p<0.05), obteniéndose
los mejores resultados para el grupo 0%PS
(Tabla 1). Cabe resaltar que la distribucién de
AE entre las poblaciones de espermatozoides
vivos y muertos fue distinta entre los grupos.
Es asi que, la poblacidon de espermatozoides con
necrosis temprana fue menor que la poblacién
de espermatozoides necréticos en el grupo
0%PS; mientras que, en los demas grupos esta
diferencia se invierte (Tabla 2).

La diferencia entre las poblaciones de
espermatozoides con necrosis temprana y
espermatozoides necrdticos es considerablemente
mayor en el grupo 50%PS y va disminuyendo
conforme se reduce la concentracion de PS.

Tabla 2. Distribuciéon de apoptosis espermatica post
descongelamiento en espermatozoides
epididimarios de alpaca sometidos a 4

, PS concentraciones distintas de plasma seminal.
Parametros 0% 10% 25% 50% PS
Viabilidad Espermatica (VE) 0% 10% 25% 50%
Espermatozoides vivos 12.12 14.32 14.62 16.52 Vivos 7.92 8.52 8.42 7.82
Espermatozoides Muertos 87.12 85.72 85.32 83.52 Apoptoticos 4.82 5.62 6.12 8.52

Actividad Mitocondrial (AM)

Alto potencial de membrana
mitocondrial (APMM)

Bajo potencial de membrana
mitocondrial (BPMM)

Dafio Oxidativo

Motilidad progresiva 10.72 7.32 9.2a 3.5
Peroxidacion lipidica (PL) 74.42 74,72 75.62 71.7°2
48.52 51,7230 60.1b 71.4¢

20.92 19.62 18.32 16.92

78.92 80.32 81.62 82.92

Apoptosis espermatica (AE)

ab,c Superindices diferentes dentro del mismo color distintivo
(variable) indican diferencias significativas entre grupos
experimentales (p<0.05). Los valores son promedios
porcentuales.

Respecto a la VE, el porcentaje de espermatozoides
vivos post descongelamiento fue considerablemente
bajo en todos los grupos experimentales;
siendo ligeramente mayor en el grupo 50%PS,
aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (p<0.05) (Tabla 1). Por otro lado, en
el porcentaje de espermatozoides con alto PMM se
puede apreciar una ligera disminucion a medida
que aumenta la concentracion de PS, sin hallarse
diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (Tabla 1).
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Necrosis temprana 41.82 44,13 52 5bc 61.6¢
44 .42 40.83» 32,1 21.3c

ab.c Superindices diferentes dentro del mismo color distintivo
(variable) indican diferencia significativas entre grupos
experimentales (p<0.05). Los valores son promedios
porcentuales.

Necréticos

Los niveles de PL en los cuatro grupos
experimentales fueron similares entre si, mayores
a 70%. Asimismo, aunque no se hallé diferencia
estadistica entre los grupos, nuevamente se pudo
apreciar una ligera disminucion para 50%PS, en
comparaciéon con los demas grupos (Tabla 1). A
pesar de ello, la distribucién de los niveles de PL
entre poblaciones de espermatozoides con alto y
bajo PMM fue muy similar entre los grupos, siendo
la proporcién de PL siempre mayor tanto en el
grupo de espermatozoides con alto como bajo
PMM (Figura 7).
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~ 61,3 61,9 63,2 61,5
S 60,0
0 50,0
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S 40,0
S
2 30,0
g 17, 18, 17, 20,
= 20,0 12,9 12,6 12,1 99
8 10,0 7,9 7.2 6,5 747"
w
0,0

0% PS 10% PS 25% PS 50% PS
Alto PMM Sin peroxidacion mAlto PMM Con Peroxidacion
Bajo PMM Sin peroxidacion ®Bajo PMM Con peroxidacion

No existe diferencias significativas entre grupos experimentales

(p<0.05). Los valores son promedios porcentuales.

Figura 7. Distribucion de peroxidacién lipidica de
membrana plasmatica y potencial de membrana
mitocondrial post descongelamiento, en
espermatozoides epididimarios de alpaca
sometidos a 4 concentraciones distintas de
plasma seminal (0, 10, 25Y 50% PS).

DISCUSION

El presente estudio investigd el efecto de
4 concentraciones de plasma seminal en el
congelamiento de espermatozoides epididimarios
de alpaca con el fin de (I) identificar el dafio
oxidativo que puede darse sobre las células
y (II) proponer la concentracion de plasma
seminal mas adecuada para el congelamiento
de espermatozoides de alpaca, que resulten con
menores efectos deletéreos en cuanto al dafio
oxidativo.

En esta investigacion se optd por utilizar
espermatozoides recuperados de epididimo
porque, ademas de ser un modelo experimental
factible (19), también tienen la condicién de
no haber sido previamente expuestos a los
componentes del PS, lo cual resulta necesario
y pertinente para efectos del presente estudio.

La motilidad inicial en el presente estudio fue
considerablemente mas alta en comparacion
a las obtenidas por otros autores utilizando
espermatozoides epididimarios de alpaca,
quienes obtuvieron motilidades de 36.8+12.8%
y 69.7+12.1% (20,21). Esto podria deberse al
dilutor utilizado en ambos estudios (Tris) el cual
no contenia proteinas de la leche y lipoproteinas
de baja densidad (LDL), que se han demostrado
protegen a los espermatozoides del choque
térmico y mejoran la motilidad espermatica entre
otros parametros (19). Por otro lado, aunque otros
autores utilizaron el mismo dilutor (a base de leche
descremada, yema de huevo y fructuosa) también
reportaron motilidades menores (46.1+7.7%;
46.1+£7.7% y 62.5+19.4%) (10,11,22), lo cual
podria deberse a que existen diferencias en los
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parametros espermaticos entre individuos y
dentro de ellos. (23).

La motilidad post descongelamiento (media+DE)
del tratamiento 50%PS (3.46+£3.7%), fue
significativamente menor en comparacion a los
demas, que fueron estadisticamente iguales
entre ellos (10.7+£9.4%; 7.3+5.7% y 9.2+10.4%
respectivamente). La motilidad en el tratamiento
0%PS, fue similar a la observada por Morton
et al (24) quienes obtuvieron 8.6+1.8% en
espermatozoides epididimarios de alpaca en
ausencia de PS despues del descongelamiento.
Sin embargo, diversos autores que utilizaron el
mismo dilutor, para congelar espermatozoides
epididimarios de alpaca, obtuvieron motilidades
mas altas al descongelamiento que las observadas
en este estudio (52.7£5.7% y 24.1+6.5% vy
24.07£6.5%) (11,22,25). Asimismo, respecto
a los tratamientos con PS, se ha reportado que
en esperamtozoides epididimarios de alpaca que
fueron incubados con 10% de plasma seminal,
se obtuvo una motilidad de 11.6+2.34% (12);
en espermatozoides de llama descongelados e
incubados a 37°C con 0, 10 y 50% de plasma
seminal, Fumuso (16) obtuvo motilidades de
29.5+5.7%, 28+12.3% y 19+12.7%, siendo mas
altas que las reportadas en este estudio. Como
es evidente, en espermetazoides epididimarios
de alpaca incubados, la motilidad espermatica
disminuye a medida que transcurre el tiempo;
en consecuencia, la diferencia en nuestros
resultados podria deberse al extenso tiempo
de procesamiento previo al congelamiento y
la compleja metodologia; incluso a pesar de
haber tenido el cuidado necesarios en cuanto a
temperatura e iluminacion.

Los parametros de viabilidad espermatica
estuvieron entre 12-16.5%, con un ligero pero
gradual incremento de valores a medida que
aumenta la concentracion de PS, sin encontrarse
diferencias estadisticamente significativas.

Los porcentajes de VE estan muy por debajo de
estudios previos que obtuvieron 76.0+4.8% vy
32.3+£9.6% en espermatozoides epididimarios
de alpaca criopreservados (22,25); y similares
a los obtenidos por Contreras et al (26), quien
reportd 13.5% al descongelamiento. De igual
forma, respecto a los parametros de actividad
mitocondrial en el presente estudio, estos fueron
entre 20.9% y 16.9% de espermatozoides
con alto PMM, ligeramente mayores a medida
gue disminuye la concentracion de PS, sin ser
estadisticamente distintos entre los grupos
(Tabla 1); ademas, nuevamente son menores
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a los valores obtenidos por Allauca et al (11) y
mayores a los reportados por Contreras et al (26),
34.97+ 9.96% y 13+ 3.1% respectivamente,
en espermatozides epididimarios de alpaca
criopreservados.

Aunque todos los grupos de investigacion
utilizaron animales de descarte durante
temporadas similares de estudio, las diferencias
en los resultados obtenidos respecto a la actividad
mitocondrial, podrian deberse a la concentracion
del crioprotector empleada para la formulacion
del dilutor. En este sentido, podemos observar
que Contreras et al (26) y este estudio utilizaron
dimetilacetamida en molaridades de 0.89 M,
0.75 My 0.5 M; respectivamente; mientras que,
Allauca et al (11) utilizéd el mismo crioprotector
a una molaridad mayor (1M).

Por otro lado, en relacién al parametro espermatico
de apoptosis espermatica, esta investigacion
es el primer estudio que reporta apoptosis en
espermatozoides epididimarios de alpaca post
congelamiento, analizados mediante citometria
de flujo. Por otra parte, se le hicieron ligeras
modificaciones al protocolo del fabricante a fin
de depurar aquellas poblaciones de detritus que
pudiesen enmascarar resultados. Se adiciond
MDR al protocolo de AE, siendo que la deteccidn
de dicha sonda no se cruzaba con las demas.

Annexin V es una proteina de unidn a
fosfolipidos, Ca2* dependiente, con afinidad
por la fosfatidilserina de la membrana celular.
Bajo condiciones normales, los fosfolipidos de la
membrana estan distribuidos asimétricamente,
estando fosfatidilserina y fosfatidiletanolamida
en la cara interna; y, la esfingomielina y
fosfatidilcolina en la externa (27). Esta asimetria
puede colapsar debido a eventos fisioldgicos
como el envejecimiento celular, activacion
de linfocitos o muerte celular programada
(apoptosis) durante los cuales, la fosfatidilserina
se transloca hacia la cara externa de la membrana
para marcar la célula que sera fagocitada por los
macréfagos (28).

De esta forma, Annexin V en combinacion
con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
es un marcador de actividad apoptoética,
que al utilizarse con IP permiten diferenciar
células viables de forma mds especifica. A
diferencia de los protocolos que emplean sondas
complementarias, como SYBR-14 y PI (29) para
identificar células viables a partir de la integridad
de su membrana plasmatica; esta nueva
combinacion logra discriminar células realmente
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viables, que no hayan activado sus mecanismos
de apoptosis dentro de aquellas que mostraron
membrana intacta (IP-).

Entonces, respecto a los resultados de AE, estos
fueron 48.5,51.7,60.1y 71.4% respectivamente;
encontrando diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones de 0%PS
y 10%PS, en contraste con el tratamiento de
25%; y nuevamente distintas al tratamiento
50%PS. Como se observa, hubo un incremento
gradual de AE a medida que se incrementa
la concentracién de PS, llegando a valores
superiores de 70%, lo cual resulta importante
si se desean emplear dichos resultados en
programas de inseminacion artificial. Cabe
resaltar que el porcentaje de AE en la muestra
incluye tanto la poblacién de espermatozoides
marcados vivos (PI-) como muertos (PI+). Es
decir, la poblacién que realmente estaria apta
para ser utilizada en protocolos de inseminacion
artificial, seria alrededor de 8%.

Por otro lado, la proporcion de espermatozoides
necroticos (ANX- /PI+) es mayor en 0%PS;
mientras que, la proporcion de espermatozoides
con necrosis temprana (ANX+ /PI+) aumenta a
medida que aumenta la concentracién de PS, lo
cual permite inferir que podria existir un efecto
protector del PS a nivel estructural que estaria
evitando la fractura o ruptura de la membrana
plasmatica durante el congelamiento, a pesar
de tener menor cantidad de crioprotector en
el dilutor. Es decir, este efecto podria haber
permitido que las membranas plasmaticas de
las células permanecieran intactas por mas
tiempo, hasta activar sus propios mecanismos
fisioldgicos de muerte celular programada, en
lugar de perder su integridad de inmediato (PI+)
debido al congelamiento.

Esta teoria se sustenta principalmente en la
molaridad del crioprotector utilizado en cada
tratamiento; dado que, la concentracion inicial del
dilutor de base para el alicuotado y formulacion
de cada tratamiento fue de 0.99 M = 1 M; sin
embargo, no todos los tratamientos tuvieron
dicha molaridad. La suplementacion de PS sobre
la suspension de espermatozoides en dilutor
(volumen/volumen), indirectamente causé que
la molaridad del crioprotector disminuyera a
medida que aumentaba la concentraciéon de PS
(Figura 1), lo cual pudo haber influido en los
resultados obtenidos.

Con respecto a la peroxidacion lipidica, es
necesario recordar que BP es un fluorocromo
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que marca células a partir de la oxidacion de
su estructura; es decir, cuando la sonda esta
inicialmente intacta tiene fluorescencia roja,
que al ingresar a la célula y ser oxidada por
ROS en el medio, modifica su estructura y
fluoresce irreversiblemente a verde. Asimismo,
al ser un analogo de acidos grasos, difunde
facilmente a través de la bicapa lipidica y el
riesgo de perderse con los lavados, es minimo.
Ademas, los lavados previos al uso de BP son
imprescindibles para evitar que la sonda lipofilica
se una a la yema de huevo del dilutor (30). En
resumen, debido al mecanismo de accién de BP,
el tiempo y la concentracién de ROS son dos
puntos importantes a tomar en cuenta.

Los niveles de PL estuvieron entre 72y 76% con
una ligera pero gradual disminucién conforme
se incrementa la concentracion de PS, sin
haber diferencia estadistica significativa. Estos
resultados son similares a los reportados por
Evangelista et al (8), quien obtuvo 75% de
espermatozoides reactivos a O, y 79% de
espermatozoides de alpaca reactivos a H,0,
después del congelamiento. Por el contrario,
Santiani et al (20) reportaron menos de 1% de PL
en espermatozoides epididimarios epididimarios
de alpaca frescos. Esto se debe a que durante el
congelamiento se incrementa la produccién de
ROS (8) y esto a su vez provoca peroxidacion
de membranas y estrés oxidativo.

En la Figura 7 se observa que la proporcién
de los cuatro grupos de espermatozoides en
cada tratamiento son similares, aun existiendo
un déficit gradual de crioprotector, inverso a
la concentracion de PS (Figura 1). Asimismo,
se sabe que el PS contiene antioxidantes que
podrian contrarrestar el déficit intracelular de
los mismos (4), en caso de estar frente a estrés
oxidativo generado durante la criopreservacion
(8). Entonces, aunque los resultados respecto a
PL en este estudio no son concluyentes, permite
cuestionar si la presencia del PS en las muestras
podria estar contrarrestando el efecto oxidativo
de la deficiencia de crioprotector en cada
tratamiento, para lo cual es necesario realizar
mas estudios.

Continuando con el analisis, se observa que la
proporcion de espermatozoides con alto PMM sin
PL (Alto PMM /BP-) concuerda con los parametros
de AE (ANX+ /PI-), el mismo que determina que
aproximadamente un 8% de la muestra seria
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apta para técnicas de inseminacion artificial
(Figura 7 y Tabla 1). Asimismo, los eventos de
PL en su mayoria se ubican dentro del grupo de
espermatozoides de bajo PMM (Bajo PMM/ BP+).
En efecto, la proporcién de PL es mayor tanto
en la poblacién de espermatozoides con alto
PMM como en la poblacidon de espermatozoides
con bajo PMM (Figura 7). Sin embargo, este
no es un resultado del todo negativo ya que,
en principio, esta sonda no marca una sola
estructura celular en cada célula; sino que, al
ser un fluorocromo intrinsecamente lipofilico
puede atravesar e ingresar en toda la extension
de la membrana espermatica; al mismo tiempo,
puede mostrarse reactiva en zonas cercanas a
eventos de peroxidacién y permanecer intacta
en aquellas que no (Figura 6). Debido a ello,
para la interpretacién de este parametro,
recomendamos que debe ser de forma global,
midiendo niveles de peroxidacion, mas no
cantidades de espermatozoides con peroxidacion
lipidica, vivos o muertos. En resumen, un
espermatozoide que este experimentando PL,
no necesariamente es un espermatozoides
inviable o incapaz de fecundar, ya que los ROS
son fisiolégicamente necesarios en procesos
asociados a la capacitaciéon (31).

En conclusion, el presente estudio constituye
una evidencia no cocluyente de que la presencia
del plasma seminal no afecta la viabilidad,
la actividad mitocondrial, ni la peroxidacion
lipidica de los espermatozoides epididimarios de
alpaca durante el proceso de criopreservacion;
sin embargo, en ausencia de este o cuando es
agregado hasta en un 25% en el proceso de
criopreservacion, es posible obtener mejores
resultados en cuanto a motilidad espermatica y
apoptosis espermatica.
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